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要

アメリカでは常染色体優性網膜色素変性 (ADRP)の

約 3割にロドプシン遺伝子の変異が報告されているが,

我が国での報告は少ない。我々は互いに無関係なADRP
30例のロドプシン遺伝子の,すでに変異が報告されてい

る 11か所の塩基部位について PCR(polymerase chain

reaction)法 と制限酵素を用いて解析したが,全症例とも

変異を認めなかった。また,互いに無関係なADRP 38

例,常染色体劣性網膜色素変性 (ARRP)23例 のロドプシ
ン遺伝子の 269,5145,5321番 塩基対の DNA多型の頻度
を,正常者 67例のそれと比較検討した。結果は,各疾患お
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約

よび正常者との間で多型の頻度に有意差は認められず,

A269Gの 頻度 は52%,G5145Aは 36%,C5321Aは
5%で ,前二者の頻度はアメリカのそれに比 して高 く,
後者は低 く,DNA多型の頻度に差があることがわかっ
た。また,前二者の多型は連鎖分析に有用と考えられた。

(日 眼会誌 99:1151-1157,1995)
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網膜色素変性患者におけるロドプシン遺伝子の検討
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Abstract
We analyzed 11 sites of the rhodopsin gene using frequencies of substitution among these three

polymerase chain reaction (PCR) amplification and groups. The frequencies of A269G, G5145A, and
restriction endonucleases in 30 unrelated Japanese C5321A were 52/6,36/s, and 5)(, respectively. These
patients with autosomal dominant retinitis pig- values were different from those of the American
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I緒  言

網膜色素変性 (retinitis pigmentosa:以 下,RP)は 欧

米諸国および我が国における失明の原因疾患として大き

なウエイトを占め,その原因の解明,治療法の確立が望ま

れている。遺伝的異質性が高 く,遺伝形式は常染色体劣

性,常染色体優性,X染色体性のものがあり,さ らに,一

つの遺伝形式の中にも種々の遺伝子の変異によるものが

あることが知られている。

1989年にアイルランドのグループが常染色体優性網

膜 色 素 変性 (autosomal dOminant retinitiS pig‐

mentosa:以下,ADRP)の大家系の連鎖分析により,3

番染色体長腕にあるマーカーC171)と ADRPが連鎖して
いることを報告

2)し た。C17は粁体に含まれ,光受容に重

要な役割を担う膜タンパクであるロドプシン遺伝子の座

位に近いことから,ADRPにおけるロドプシン遺伝子が

注目された。ロドプシン遺伝子は,す でに 1984年 Nath‐

ansら 3)に よってその全塩基配列が明らかにされ,1990

年 DryJaら
4)5)に よってADRPにおけるロドプシン遺伝

子の点突然変異が報告された。現在までにADRP患者に
おいて 50数種に及ぶロドプシン遺伝子の点突然変異あ

るいは塩基の欠損が見出されており,ア メリカではその

変異の約半数がコドン23の変異ではあるものの,ADRP
の 25～30%に ロドプシン遺伝子の変異が見出されてい

る0)7)が ,我が国では今のところ報告
8)-12)が 少ない。我々

は現在,遺伝子異常の検索には single strand conforma‐

tion polymorphism(以下,SSCP)法を用いており,こ れ

は簡単で便利な手法であるが,そ の検出率は必ずしも高

くはないといわれている
13)。 そこで,今回我々は日本人の

ADRP家系のロドプシン遺伝子について,すでに報告さ

れている変異のうち,制限酵素で確認できるものについ

て,その変異の有無を検討した。

日眼会誌 99巻 10号

一方,我々はADRPの ロドプシン遺伝子の突然変異の

検索を行っていく過程で,Sungら
14)が
報告したDNA多

型のうち,269番 と5145番塩基の多型の頻度が高 く,ア

メリカで報告されている頻度よりもかなり高いことを見

出した。本稿では,こ れらの DNA多型の頻度の高いこと

が我が国の ADRPに特有にみられ,疾患と何らかの関連

がある現象か,あ るいは日本人全体が高頻度に持つ多型

で人種差によるものかを知る目的で,ADRP患者の他,

常染色体劣性網膜 色 素 変性(autosomal reCeSSiVe

retinitis pigmentosa:以 下,ARRP)患者,お よび日本人

正常者について比較検討 した。また,ア メリカに多い

5321番塩基の多型14)に ついても同様の検討を行った。さ

らに,G2557A,G4142Aの 多型もinfrequentと 記され

ているが,本研究におけるARRP患者 23例について調
べたところ,我々の症例 はすべてC2557,G4142で あっ

たことから,今回は対象から除外した(Sungら
14)は 2557

番塩基の野生型をGと しているが,我々の検討では

Nathans3)と 同じくC2557であった).

II 対象および方法

1.変異の有無の検索

互いに無関係な日本人 ADRP患者 30例 (1家系 1例 )

を解析した。ADRPですでに報告されているロドプシン

遺伝子異常のうち,制限酵素で確認可能な部位を選択し

た (表 1)。 各変異部位を含むDNA断片を増幅する目的
でプライマーを合成 し,polymeraSe Chain reaCtiOn(以

下,PCR)法でDNA断片を増幅して,表 1に示すそれぞ
れの制限酵素で消化後,2%ア ガロースゲル上に流して
エチジウムプロマイド染色により観察した。今回使用し

た制限酵素では変異が存在すると認識部位はすべて消失

し,野生型のみ消化される。また,使用する制限酵素の活

性の有無については,適当なDNA ladderと すでに消化

表 1 変異の有無を検討したロドプシン遺伝子の塩基配列と制限酵素

エクソン
用いたプライマー

(上段 :Sense 下段 :Anti・∞n∝ )
コドン 変異の種類

幸 変異が確認できる 制限酵素による
制限酵素    認識部位

5′
―AGCTCAGGCCTTCGCAGCAT-3′
5′―GAGGGCTTTGGATAACATTG-3′

5′
―GGCTGTTCCCAAGTCCCTCAC-3′
5′―CAGGACCCGCAGATCCATGCT-3′

5′
―GACCCGGGTCCCGTGTCCTCC-3′
5′
―GGCCCTCCCACCCGCAGTAGG-3′

5′
―CGTGAGGGGCAGAAGCAGGC-3′
5′
―GTGACTTCGTTCATTCTCCA-3′

GGT→ GAT14)27)28)
GGG―>TGG14)23)
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本文で引用されない表 1での引用文献は,末尾(27)～ 37))に まとめて示した
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助θII,② の検索 にはルグI,③ の検索には Fθ力Iでそれ

ぞれ消化後,2%ア ガロースゲル上に流してエチジウム
ブロマイド染色により観察した。① では,Aか らGへの
塩基置換によって立dIに認識されるので,野生型はそ
のまま残 り塩基置換があれば消化される。② では,Gか
らAへの塩基置換が存在すると〃ググ Iの認識を失うの
で,野生型では消化され塩基置換があれば消化されない。

すなわち,野生型では 145,塩基置換があれば 230塩基対

のバンドが判定の基準になる。③ ではCか らAへの塩
基置換が存在すると乃力Iの認識を失うため,野生型で

は消化されるが塩基置換あれば消化されない。この場合,

野生型では 248塩基対のバンドが生じるのに対 し,塩基

置換があると278塩基対のバンドが残り,そ の間隔はわ

ずか 30塩基対であるが,電気泳動パターンでの判別は十

分可能であった。

III 結  果

1。 変異の有無の検索

今回の 11か所のコドンの変異の有無の検索では,全症

例に変異を認めなかった(図示せず).

が確認されているDNA断片を対照に用いて毎回確認し
た。

2.DNA多型の頻度の検索
互いに無関係なADRP 38例,ARRP 23例 ,正常日本
人 67例 (それぞれ 1家系 1例)について検討した。親子 2

世代で発症した者はADRP,同胞例あるいは単発でも両
親が血族結婚である者はARRPと 考えた。ロドプシン遺
伝子の①エクソン1の 5′側非コード領域の269番塩基

のAか らGへの塩基置換,② 第 4イ ントロン中の5145
番塩基のGか らAへの塩基置換,③ エクソン5の 3′側
非コード領域の5321番 塩基の Cか らAへの塩基置換,
の 3つ の DNA多型について,各変異部位を含むDNA
断片を増幅する目的でプライマーを合成 し,PCR法で
DNA断片を増幅した。① については,74～403番塩基
(330塩 基 対 )の DNA断 片 の 増 幅 に,5′‐
TAGGCCCTCAGTTTCTGCAG-3′ と 5′ ―AC‐

TGCCATGGCTCAGCCAGG-3/の プライマーを,②,③
については,5061～ 5389番塩基(329塩基対)の DNA断
片の増 幅 に,5/‐ CGTGAGGGGCAGAAGCAGGC‐ 3′ と

5′
‐GTGACTTCGTTCATTCTGCA‐ 3′のプライマーを
使用 した。塩基置換の有無の確認 は,① の検索 には

bp

123

―■■―――-330

___196
-… … 134

図 l Sα cII消化による A269→ G多型の泳動パターン.
Aか らGへの塩基置換によって S“IIの認識部位を生ずるため,野生型 (330塩基対)はそのまま残 り,塩基置
換があれば消化され,196と 134塩基対のバンドとなる。
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図 2 ″Jれ′I消化による G5145→ A多型の泳動パターン.
Gか らAへの塩基置換が存在すると〃物/1の認識部位を失い,野生型では 145,塩 基置換があれば 230塩基
対のバンドが判定の基準となる.
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2.DNA多 型の頻度の検索
S″ II,″物/1,Fο力Iそれぞれの消化による泳動パター

ンの一部を図 1～ 3に示した。表 2～ 4に検索結果をま

とめて示した。269番塩基のAか らGへの塩基置換の頻

度は,ADRP 46.2%,ARRP 58.7%,正 常者 53.0%で ,

ADRPと ARRP,正常者の間での多型の頻度差はいずれ

も統計学的に有意差を認めなかった。なお,DNA多型の

検索の過程で行ったdirect sequenceの 結果得られたこ

の部位での多型は,制限酵素による結果と合致した。5145

番塩基のGか らAの塩基置換の頻度は,ADRP 29.7%,
ARRP 36.4%,正常者 40.2%で ,こ こで もADRP・

ARRP間,ADRP,ARRPと 正常者間にはいずれも有意

差 は認 め られなかった。5321番塩基対で は,ADRP,

ARRP,正常者のいずれにもAの ホモはなく,Cか らA
への塩基置換の頻度は,ADRP 2.9%,ARRP 4.6%,正

常者 6.6%で ,こ れらの頻度は互いに統計学的な有意差

は認められなかった。以上,上記 3種のDNA多型の頻度
は,ADRP,ARRP間 ,正常者間で統計学的に有意差は認

めず,特定の群に塩基置換が偏っているとはいえなかっ

た。また,各群における野生型ホモ,野生型/変異型ヘテ

表 2 Sα cII消化による A269→ G多型の判定

ADRP ARRP 正常
計

観察値(%)  観察値   観察値

日眼会誌 99巻  10号

bp

369

=

278
248

123

図 3 FοたI消化による C5321→ A多型の泳動パターン.
Cか らAへの塩基置換が存在すると Fθ力Iの認識部位を失い,野生型では248塩基対が生じるのに対 し塩基

置換があると278塩基対のバンドが残る。また,野生型と変異型 との間隔は 30塩基対であるが,電気泳動パ

ターンでの判別は十分可能であった.

表 3 ″れ′I消化によるG5145→ A多型の判定

246

計

G/G
G/A
A/A

18 (48.7)

16 (43.2)

3(8.1)

7(31.8)

14 (63.6)

1(4.6)

24 (36.4)

31 (47.0)

11 (16_7)

49

61

15

計   37(100.0) 22(100.0) 66(100.0) 125

Aの頻度   29.7% 36.4%    40.2%  36.4%

NS NS

NS

米国の ADRPお よび正常者集団 :infrequent
(Sung C― H et a1 1991)

表 4 FοたI消化によるC5321→ A多型の判定

ADRP ARRP 正常

観察値(%)  観察値   :観察値
計

C/C
G/A
A/A

33 (94.3)

2(5.7)
0 (0.0)

20 (90.9)

2(9.1)

0(0.0)

53 (86.9)

8(13.1)

0 (0.0)

言+     35(100.0)   22(100.0)   61(100.0)    118

Aの頻度   2.9% 4.6% 6_6%   5.1%

計   39(100.0) 23(100.0) 67(100.0) 129

Gの頻度   46.2%   58.7%   53.0%  51.9%

NS

NS

米国のADRPお よび正常者集団 :13%

(Sung C‐ H et al.1991)

口,変異型ホモの各遺伝子型は,Hardy― Weinbergの 法

則からのずれを認めず,特定の遺伝子型への偏りも認め

られなかった.したがって,これらを合わせた日本人全体

としての多型率 は,A269Gは 52%,G5145Aは 36%,

C5321Aは 5%と なり,ア メリカでの頻度14)の 14%,in―
frequent,13%と 比較 した結果,269と 5145番塩基対で

の頻度はアメリカのそれより高く,5321番塩基対では逆

に低い変異率を示した。

NS

A/A
A/G
G/G

10 (25.6)

22 (56.4)

7(18.0)

3(13_0)

13(56.6)

7(30.4)

NS

NS

米国の ADRPお よび正常者集団 :14%
(Sung C― II et al.1991)

ADRP:常染色体優性網膜色素変性
ARRP:常染色体劣性網膜色素変性

（ヽ
）
Ｎ

_玲

‐
…摯_…

ADRP   ARRP    正常

観察値(%)  観察値   観察値
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cin)22),ホ ス ホ ジ ェ ス テ ラーゼ (phosphodiesther―

ase)23)～
25),retin。 l binding protein(RBP)22),S抗原 22),

MEKA26)な どの光刺激伝達 に関わる種々のタンパ ク質

が RPの原因の候補遺伝子 として注 目されている。しか
し,現在 の ところ RPに おいてはロ ドプシン遺伝子異常
の報告が最 も多 く,個々の家系について まず検討 され る

べ き遺伝子である ことに異論 はないだ ろう。こうした

RPの ロ ドプシン遺伝子の検索にあた り,今回知 り得た
2つの高頻度の多型の知見は以下の 2つ の点で重要 と考

える。1つ は,SSCP法 あるいは denaturing gradient gel

electrophoresis(DGGE)法でロ ドプシン遺伝子の変異 を

検索する場合 ,プライマーの設計や結果の解析の際に,こ

れ らの多型が十分 に考慮 されるべき点である。もう 1つ

は,あ る PRの患者あるいは家系について,疾患がロ ドプ
シン遺伝子 と連鎖 しているかを調べるときに有用なマー

カー とな り得る点である。連鎖分析 には大家系の解析が

必要 とな り,本邦ではなかなか困難 と考 えられるが,今後

RP患者 を家系 ごと,あ るいは個々の患者 ごとにロ ドプ
シン遺伝子の解析 を行ってい く際には,今回の検討 によ

る RPに おけるロ ドプシン遺伝子の 269,5415番塩基対
の DNA多 型が連鎖分析 に有用 と考える。
本論文要旨の一部は,第 97回 日本眼科学会総会で発表 し

た.
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